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1. Bevezeto

1.1. Az emlos retina felépitése és fejlodése

A retina, azaz a szem ideghartyaja, tobb egymastol jol elkiilonithetd rétegbdl és az
egyes rétegeket alkotd specifikus sejtekbdl felépiild szovettipus. JOl szervezett struktirdjanak
eredménye, hogy a fényinformacié felfogasa utan képes azt elektromos jellé alakitani.

A gerincesek retindja a kovetkezd rétegekbdl és sejtekbdl épiil fel (1/a-b abra):
pigmentham rétege (PE), fotoreceptor sejtek rétege (PL), amelyet a csapok és palcikak
sejtjeinek kiilsé szegmense alkot, a kiilsé hatarmembran (OLM), kiils6 sejtes réteg (ONL),
mely a csapok és palcikak sejttestjeit tartalmazza, kiils6 rostos réteg (OPL), belsé sejtes réteg
(INL): a horizontalis, bipolaris és amakrin sejtek as Miiller sejtek rétege, belsd rostos réteg
(IPL), ganglionsejtek rétege (GCL), amely a ganglion sejtek sejttestjeit tartalmazza és az
optikus rostok rétege (NFL) (1. abra).
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1. abra: Felndtt és tjsziilott patkany retina felépitésének 6sszehasonlitasa: a-
P20 napos retina szerkezeti rétegei, b-P20 napos retina sejttipusai, c-P1 koru
retina rétegei.



A retina sejtjeinek képzddése az embrionadlis fejlédés soran indul meg multipotens
progenitor sejtekbdl, amelyek a retina neuroblaszt rétegében (NBL) lokalizalodnak (1/c abra).
A fejlédés megindulasa sordn ezek a sejtek elkotelezetté valnak kiillonbozo sejttipusok felé €s
kilépnek a sejtciklusbol. A NBL rétegben a késdi prenatalis és korai posztnatalis (P)
idészakban mar megfigyelhetd a fejlodd GCL réteg, benne a fejlodés soran legelséként
megjelend ganglion sejtekkel (GC) (6. abra). Ugyanebben az iddszakban lathatova valik mar a
NBL- ben a differencialodé INL rétege, ami a kifejlett retindban az amakrin (AmC)-, bipolaris
(BpC)-, horizontalis (HC) és Miiller glia sejteket tartalmazza. A HC és AC sejtek
neurogenezise mar a prenatalis idoszak végén megkezdddik, mig a BpC és Miiller sejtek érése
a posztnatalis fejlodés korai szakaszara esik (2. abra). A sejtek kozotti szinaptogenezis
patkany retindban a P3. és 5. napja kozotti periddusra tehetd, mig a szemnyitas idészaka P10-
15 nap kozotti idoszakra esik. Ez az id6szak azért 1ényeges, mert a retindban a szemnyitas
el6tt Un. permissziv mikrokdrnyezet uralkodik, lehetévé téve, ezaltal a neuronok fejlodését és
a szinaptogenezist. Mindebbdl kovetkezik, hogy a szemnyitddds el6tt mar valamennyi
sejttipus kifejlédik a retinaban (PERRY és mtsai., 1983; WEBSTER és ROWE, 1991; REESE
és COLELLO, 1992 ; SASSOE-POGNETTO ES WASSLE, 1997; JOHANSSON és mtsai.,
2000, JOHNSON és mtsai., 2003; RAPOPORT ¢és mtsai., 2004; MORROW ¢s mtsai., 2008).
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2. abra: A patkany retina posztnatalis fejlodésének eseményei



1.2. A hipofizis adenilat- ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptidet (PACAP) birka hipotalamuszbol
izolaltak eldszor, azon tulajdonsaga alapjan, mely szerint a peptid erélyesen képes stimulalni
az adenilat-ciklaz aktivitasat (AC) (MIYATA & mitsai., 1989). A peptid a szervezetben két
bioldgiailag aktiv formaban fordul el6, az egyik a 38 aminosavbol all6 PACAP38, mely a
szervezetben megtaldlhatd PACAP mennyiség 90 %-at teszi ki. A peptid masik formaja a
szervezetben jelent6sen kisebb aranyban el6forduld, 27 aminosavat tartalmazé PACAP27
(VINCZE & KOVES 2001). A PACAP szerkezete alapjan a szekretin/glukagon/vazoaktiv
intestinalis polipeptid (VIP) szupercsaladba tartozik (VAUDRY és mtsai., 2000). Az evolucio
soran valdo megjelenése alapjan ezen csalad legjobban konzervalodott tagjat képviseli A
PACAP N-termindlis végének elsd 27 aminosava, amely a bioldgiai aktivitast kdlesonzi a
peptidnek, a kiilonbdzé gerinces fajokban teljes mértékben megérzodott, mig a C-terminalis

vége nagyobb mértékii variabilitast mutat (VAUDRY ¢és mtsai., 2009) (3. abra).
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3. abra: A PACAP aminosav szekvencidja Kkiilonbozé fajokban. Human=ember,
Cattle=marha, Sheep=juh, Pig=sertés, Mouse=egér, Rat=patkany, Guinea pig=tengeri
malac, Chicken=csirke, Lizard=gyik, Frog=béka, Lungfish=tiidéshal, Goldfish=aranyhal,
Salmon=lazac, Catfish=harcsa, Stargazer=csillagvizsgalohal, Flounder=lepényhal,
Halibut=lepényhal, Whitefish=maréna, Grayling=pér, Sturgeon=tokhal, Stingray=rija,

Tunicate=zsakallat. VAUDRY és mtsai.. 2009.




1.2.1. A PACAP eldforduldsa az emlds szervezetben

A PACAP celdfordulasa és funkcioja alapjan az un. ,brain-gut” peptidek kozé
sorolhato, ami azt jelenti, hogy a kozponti és periférias idegrendszeren kiviil, nem idegi
struktrakban is eléfordul (VINCZE és KOVES, 2001).

A PACAP a kozponti idegrendszeren beliil, legnagyobb mennyiségben a
hipothalamuszban mutathaté ki, de PACAP immunreaktiv sejtek talalhatok szamos mas
idegrendszeri struktirdban, igy a septumban, a hippocampusban, az amygdaldban, a
thalamusban, a cerebralis cortexben és a cerebellumban is (VAUDRY és mtsai., 2000). A
periférias idegrendszerben PACAP jelenlétét mutattak ki az elsédleges érzé neuronokban,
valamint a vegetativ prae- és posztganglionaris neuronokban (VINCZE és KOVES, 2001).

A peptid a periféridlis szervek koziil a herében fordul elé legnagyobb mennyiségben
(VAUDRY ¢s mtsai,, 2000), de PACAP immunreaktiv rostok detektalhatoak a
gasztrointestinalis rendszerben (ARIMURA és mtsai.,, 1991), a reproduktiv szervek
simaizomzataban (FAHRENKRUG és mtsai., 1996), a pancreas exocrin €s endocrin részében,
valamint a parenchymas szervekben (sziv, tiid8, maj, vesék) (VINCZE és KOVES, 2001).
PACAP jelenléte figyelhetd meg a szem iriszének sphincter izomzataban, a ciliaris

ganglionban és a retina ganglionsejt rétegében (GCL) (VAUDRY és mtsai., 2000).

1.2.2. A PACAP legfontosabb funkcioi az idegrendszerben

A PACAP egy rendkivill széles spektrumi bioldgiai hatasokkal rendelkezd
pleiotropikus peptid, mely neurotranszmitterként, neuromodulatorként és neurohormonként is
ismert. A peptid szamos funkcidjahoz tartozik tobbek ko6zott, hogy szamos sejt osztodasat
képes stimulalni (asztrocita sejtek, neuroblaszt sejtek). Ugyanakkor a PACAP nem csak
Szamos kisérletben bizonyitottak, hogy a PACAP-nak jelentds szerepe van az idegrendszer,
valamint egyéb szervek fejlddésében, igy vizsgaltdk jelenlétét és hatasait a kodzponti
idegrendszerben, szemben és a majban is (SHERWOOD és mtsai., 2000). A PACAP ezek
mellett neurotrofikus hatassal is bir, (VAUDRY és mitsai., 2000), valamint szamottevo
vazodilataciét okozd cardiovascularis hatassal is rendelkezik. A PACAP idegrendszerre
gyakorolt hatasai koziil fontos megemliteni a melatonin termelés szabalyozéasa révén a napi
biologiai ritmus szabalyozdsaban betoltott szerepét, valamint olyan magatartdsi formak

iranyitasat, mint a taplalékfelvétel €s a szomjusagérzet (VAUDRY ¢€s mtsai., 2000).



A PACAP egyik legfontosabb sejtszintii hatdsa - amelynek felfedezését is koszonheti-,
hogy direkt modon képes stimulalni az AC mikodését, nagymértékii ciklikus-adenozil-
monofoszfat (CAMP) akkumulaciot okozva az idegsejtekben. Ezen tulajdonsaga alapjan a
PACAP jelentds szerepet tolt be az apoptotikus folyamatok szabalyozasaban. Ezen
funkcidjanak koszonhetden ez a sokoldalu peptid megvédi a neuronokat a kiilonbozo
citotoxikus hatdsokkal szemben, mint példaul a glutamat és NMDA indukalta excitotoxicitas,
etanol, ischémia, valamint anisomycin kivaltotta sejthalal esetén (KWONG és LAM 2000;
VAUDRY és mtsai., 2000; DOHI és mtsai., 2002; SILVEIRA és mtsai., 2002, TAMAS és mtsai.,
2004).

1.3. PACAP receptorok és eléfordulasuk a szervezetben

A PACAP sokrétii hatasat specifikus membranreceptorokon keresztiill kozvetiti a
szervezetben. Szerkezetiiket tekintve ezek a PACAP receptorok 7 transzmembran doménnel
¢és egy intracellularis G-protein ko6té karral rendelkeznek. Jelenlegi ismereteink szerint a
PACAP receptorainak harom tipusa fordul el6 a szervezetben: PAC1, VPACI és VPAC2.
Ezeket a receptorokat két osztalyba soroljak, PACAP-hoz és VIP-hez val6 affinitasuk alapjan
(VAUDRY ¢és mtsai., 2000). Az els6 tipusba tartozé6 PAC1 receptor PACAP specifikus, mivel
sokkal nagyobb affinitast mutat a PACAP- hoz, mint a vele rokon VIP peptidhez. A masik
tipusba a VPACI1 és VPAC?2 receptorok tartoznak, amelyek hasonld affinitissal kotik a két
peptidet (ARIMURA 1998; VAUDRY és mtsai., 2000). A PAC1 receptornak eddig hat
izoformajat (Null, Hip, Hopl, Hop2, HipHopl, HipHop2) azonositottdk az emlds
szervezetben (DICKSON és mitsai., 2009). Ezek a receptor variansok alternativ splicing utjan
jonnek 1étre, melyek egy vagy kettd, 28 (Hip, Hopl, HipHop1) vagy 27 aminosavat tarlamaz6
(Hop2, HipHop2) kazettanak a harmadik intracellularis hurokba torténé beépiilése révén

alakulnak ki. A Null izoforma nem tartalmaz inszerciot (4. abra).
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4. abra: PAC1 receptor izoformak szerkezet (ARIMURA, 1998)
A kiilonb6zo B ¢ér6. A PAC1

receptorok elsésorban az agy kiilonbozo teriiletein, a gerincvel6ben, az adenohipofizisben, a
hipothalamikus teriileteken, a mellékveseveldben és az endokrin mirigyekben mutathatok ki
A VPACI ¢és VPAC2 receptorok kisebb aranyban képviseltetik magukat a szervezetben és
eloszlasuk is behataroltabb, mint a PACI1 receptoroké (VAUDRY ¢és mtsai., 2000). Az emlds
retindban mind a harom receptor tipust mRNS ¢és fehérje szinten is kimutattdk (BAGNOLI és

mtsai., 2003), de olyan tanulmanyokat, melyek a receptorok retinalis ontogenezis soran zajlo

expresszids valtozasairol szolgaltatnak adatokat, nem talalunk.

1.3.1. A PACAP receptorokhoz kapcsolodo szignalutvonalak

A PAC1 receptorhoz kapcsolédd szignaltranszdukcidés utvonal egyike a
CAMP/PKA/MAP-kinaz reakcio ut, mely soran a PACI receptor aktivalodasa stimuldlja a
cAMP termel6dését. A cAMP elsddleges célpontja a protein-kinaz A (PKA), amely a CREB
(CAMP-fliggé DNS valaszelemet kot6 fehérje) fehérjét képes foszforilalni. A CREB a jelet a
sejtmagba tovabbitva, a c-fos gén expresszidjat eredményezi (VAUDRY és mtsai., 2000) (5.
abra). A PACI receptorhoz kapcsolddo masik lehetséges Ut a foszfolipaz-C (PLC) enzimhez
kothetd  kaszkdd. A PLC enzim aktivaloddsa a plazmamembranban talalhatd
foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat hidrolizisét eredményezi. A keletkez6 két termék, az
inozitol (1,4,5)-triszfoszfat (IP3) és a diacilglicerol (DAG) hatasara 1étrejon a Ca®*- szignal,
illetve aktivalodik a protein-kinaz C enzim, amely fontos szerepet jatszik a biologiai valasz

elinditasaban (HOLIGHAUS ¢és mtsai., 2011) (5. abra).
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5. abra: PACAP receptorhoz kapcsolédo
intracellularis mechanizmusok (VAUDRY és mtsai.,

A PACAP sokrétli hatdsai, tehat, a sejtek membrajaban 1évé kiillonb6z6 PACAP
receptorok és az altaluk kozvetitett eltérd szignalutvonalak kovetkezménye. A Null, Hopl és
Hop2 izoformak, mind az AC, mind a PLC aktivalasat eredményezi, mig a Hip kizarolag az
AC tutvonalat stimulalja (HOLIGHAUS és mtsai., 2011).

1.4. PACARP receptorok eléfordulasa és szerepe a retinaban

1.4.1. PACAP receptorok és izoformadi a retindban

Habar a PACAP receptorok és izoformaik jelenlétét néhany tanulméanyban leirtdk mar
feln6tt emldés retinaban (D’AGATA és mitsai., 1997; NJAINE és mtsai., 2010), addig ezen
receptorok kifejezddésének vizsgalata a retina fejlédése sordn egy sokkal kevésbé kutatott
tertilet.

Kutatdocsoportunk egy korabbi munkéja soran sikeresen azonositotta fejlodé patkany
retinaban a PAC1 receptorok 4 izoformajat: Hop1l, Hip, Null, HipHop1, amelyek expresszidja
nagymértékii valtozast mutat a retina fejlédése soran (LAKK és mtsai., 2012) (6. abra). Az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a posztnatalis fejlddés korai szakaszaban (P0O-P1), a Hip
receptor izoforma expresszidja a jellemzd egészen az 6tddik napig, majd expresszidja
folyamatosan csokken P20-ig. A Null izoforma expresszioja hasonld mintazatot kovet. Ezzel
ellentétben a Hopl receptor szintje fokozatos emelkedést mutat a fejlédoé patkany retinaban,
aminek eredményeképpen a P10. naptdl kezdédéen a Hopl valik a dominans receptor

izoformava a szovetben (LAKK ¢és mtsai., 2012).



Ezen adatok azt engedik feltételezni, hogy egy Hip-Hopl receptor izoforma valtas
jatszodik le az P5.-10. nap kozott a posztnatalis fejlodés sordn, amelynek meghatirozo

szerepe lehet a PACAP altal medialt hatasokra.
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6. abra: PACI1 receptor izoformak expressziés mintazatanak valtozasa fejlédo patkany
retinaban (LAKK és mtsai., 2012)
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2. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan feltételeztilk, hogy egy Hip/Hopl
receptor izoforma valtas jatszodik le az 5.-10. nap kozott a retina posztnatalis fejlédése soran
(LAKK és mtsai., 2012). Ezen adatokat alapul véve, célkitlizéseinket az alabbi pontokban

hataroztuk meg:

1. Kvantitativ real-time PCR segitségével meghatarozzuk a Hip és Hopl receptor
izoformdk expresszids valtozasait, valamint az izoforma valtds dinamikéjat és pontos

idejét az 5. és 10. nap kozott fejlddd patkany retinaban.

2. Az immuncitokémia eszkozeivel azonositsuk a PACI1 receptort kifejezd struktarakat,
valamint, hogy megvizsgaljuk, valtoznak-e ezen strukturdk a retina vizsgalt fejlédési

periddusaban.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok és szovet preparalas

Vizsgalataink elvégzéséhez 5, 6, 7, 8, 9 ¢és 10 napos albind Wistar patkanyokat
hasznaltunk. Az allatokat 22 °C -os allandé homérsékleten tartottuk, valamint 12 Oras
megyvilagitast és ad libitum etetést biztositottunk szdmukra. Az allatok elhelyezése, gondozasa
és felhasznalasa a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsag protokolljanak megfelelden
tortént a vizsgalat soran.

Az adott napokon az egyes allatokon ugyanabban az oraban végeztilk el a retinak

illetve az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a szemserleg eltavolitasat.

3.2. Génexpresszios vizsgalatok

1) RNS kivonas: A retindk homogenizalasat, majd a homogenizatumbol az RNS
kivonasat ¢és tisztitisait QIAshredder és RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)
segitségével a protokollban megadottak szerint végeztiik el. A kapott totél
RNS szuszpenziodkat -80 °C -on taroltuk felhasznalasig.

crer

meghatarozasat spektrofotométerrel végeztiik, ahol az egyes mintak optikai

denzitasat 260 nm-en mértik.

3) Reverz transzkripcié: A 2pg total RNS tartalmi mintakbol oligodT primer
(Thermo Scientific) és RevertAid Hminus RT enzim (Thermo Scientific)

segitségével cDNS-t allitottunk eld az alabbi program szerint (1. tablazat).

65 C° 25°C 37°C 50 °C 80 °C
5 perc 10 perc 10 perc 20 perc 3 perc

1. tablazat: Reverz transzkripcio programja
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4) Quantitativ Real-Time PCR (Q-PCR): A Hip és Hopl receptor izoformak

expresszids mintazatanak meghatarozasahoz kétféle modszert alkalmaztunk.

a) SybrGreen moédszer: A 20 ul végtérfogati PCR reakcio 3 pl cDNS-t, 10
ul 2x SYBR Green PCR Master Mix-et (Thermo Scientific) 5 uM forward
primer-t (2. tablazat) és 5 uM reverz primer-t (2. tablazat) és RN-az mentes
desztillalt vizet tartalmazott. Normalizacios kontrollként RPL13 primerpart
hasznaltunk. Minden mintdhoz 3 parhuzamosan futtatott reakciot
(triplikatumot) allitottunk be. A kiilonboz6é korti mintakat minden esetben a
0. napon mért értékhez viszonyitottuk. A reakciok futtatdsahoz Step One
Plus (Applied Biosystems) késziiléket hasznaltunk. A Q-PCR reakcid soran a

3. tablazatban feltiintetett hdmérséklet,- és id6 paramétereket alkalmaztuk.

Hip

Hopl

Hop-Taql

Hopl préba

Hip préba

RPL13

Forward primer Reverz primer
GCATTCACCCCCTTTCCTACG CCTCCCCATTCAGGAAGCAG
CGAGTCCAGCATCTACTTCAGC CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG
CAT GGG AGG CAA CGA GT CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG

5°-56-FAM-CTACTTCAGCTGCGTGCAGAAATGCTAC-31ABKFQ-3’

5-56-TAMNTTTCCTACGGCTGGCCCGCTCCAC-31ABKFQ-3’

CTCATGAGGTCGGGTGGAAGTA TGGGTTCACACCAAGAGTCC

2. tablazat: Alkalmazott primerek és probak szekvenciai
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Ismétlés Fazis Homérséklet Idotartam

1x Denaturacio 95 °C 10 perc
40x Denaturacio 94°C 15 ms
40X Annellacio 59 °C 20 ms
40X Elongacio 72°C 20 ms

3. tablazat: O-PCR reakcié programia a SybrGreen moédszerhez

b) Tagman modszer: Az altalunk 0Osszeallitott 20 upl végtérfogata
reakcioelegy tartalmazott 10 ul 2x Fast Tagman Mix-et (Applied
Biosystem), 5 uM forward primer-t, 5 uM reverz primer-t, primer specifikus
probakat (szekvencia 2. tablazat) 3 pul cDNS-t és RN-4z mentes vizet. A

reakciot a 4. tablazatban feltiintetett programon futattuk meg.

Ismétlés Fazis Hémeérséklet Iddtartam
1x Denaturacio 95 °C 1 perc
50x Denaturacio6 95 °C 10 ms
50x Annellacio 56 °C 20 ms
1x Elongacio 62 °C 20 ms

4. tablazat: Tagman PCR reakci6 programja

6) Adatok Kkiértékelése, statisztika: A PCR reakciok kinetikai gorbéinek
kiértékelését Step One Plus Software 2.2.2. (Applied Biosystem)
segitségével és a primer- efficienciak figyelembevételével végeztiik el. A Q-
PCR eredmények expresszids szintjeinek relativ kvantifikalashoz a AACt
modszert alkalmaztuk, referencia pontnak pedig a 0. napot tekintettiik.

Eredményeink statisztikai analizisét egyvaltozos ANOVA teszttel végeztiik,
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melyet Dunett Post Hoc analizis kovetett. Szignifikdns valtozasnak

tekintettiik azokat a mérési eredményeket melyeknél a p< 0,05 bizonyult.

3.3. Immunhisztokéimai vizsgalatok

1. Fixalas: A szemserlegek eltavolitdsat kovetden, azokat 4 %-0S

paraformaldehidben fixaltuk két oran keresztiil szobahdmérsékleten, majd

ezutan 3x10 percig mostuk 6ket PBS-ben.

2. Kriosztatos metszet készitése: A fixalt szemserlegeket 10-20-30%-0s

szacharo6z oldatban telitettiik, majd O.C.T médiumba (Prolabo) agyaztuk be.

Végiill 12 um vastagsagl metszeteket készitettiink beldliik kriosztat

segitségével.

3. Immuncitokémia:

a)

b)

A metszeteket 0,2 % Triton X-100 tartalma 0,1 M foszfat puffer-
0,9% NacCl oldatban (PBS) inkubaltuk 30 percig, hogy megndveljiik

a metszetek permedbilitasat.

A nem specifikus kotohelyek blokkolasa érdekében a retina
metszeteket 5 %-os normal szérum (NGS) és 1%-os borju szérum
albumin (BSA) tartalmi PBS-ben inkubaltuk 30 percig nedves

kamraban.

A metszeteket primer antitestben inkubaltuk egy éjszakan keresztiil
nedves kamrdban, szobahdmérsékleten. Vizsgalataink soran
egyszeres ¢€s kettds jelolést is végeztliink. A kisérleteinkhez hasznalt

primer antitestek listajat €s jellemzdit a 5. tablazat tartalmazza.
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Antigén Higitas Gazdafaj Gyarté

anti-PAC1 1:2000 nyul Pierce
anti-PKC 1:1000 egér Sigma
anti-Calbindin 1:1000 egér Sigma

5. tablazat: Primer antitestek és iellemzdik

d) A le nem kotott primer antitesteket PBS-el mostuk ki a metszetekbdl
(6x5 perc).

e) A retina metszeteket fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér-Alexa
568-at (1:500) (Life Technologies) és anti-egér-Alexa 484-et (1:500)
(Life Technologies) tartalmazo6 oldatban inkubaltuk 4-6 6ran keresztiil

szobahOmeérsékleten.

f) A metszeteket végiil 6x5 percig mossuk PBS-ben, majd fedjiik oket,
amihez DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) festéket tartalmazo Prolong-

ot hasznaltuk.

g) Mintainkat konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkop segitségével

vizsgaltuk.
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4. EREDMENYEK

r

4.1. Hip és Hop1 receptorok expressziojanak valtozasai

Kutatd csoportunk korabbi eredményeire alapozva részletesebben megvizsgaltuk az
altalunk feltételezett Hip és Hopl receptor izoforma-valtas idébeli lefutasat fejlodé patkany

retinaban.

4.1.1. A Hip és Hop1 receptor izoformak expresszidjanak valtozdsa a retina fejlodése sordan

A kvantitativ real-time PCR eredményeink alapjan meghataroztuk a Hip és a Hopl
splice varidnsok onmagukhoz viszonyitott expresszids mintazatat 5- 6- 7- 8- 9 és 10 napos
patkany retindban. Referencia pontnak a 0. napon eltdvolitott retinat tekintettiilk és ehhez
viszonyitottuk az egyes izoformak kifejez6désének mértéket.

A Hopl izoforma expresszidjaban egyediil a P10. napon tapasztaltunk szignifikans
valtozast. A P6. naptol kezdédbéen egy enyhe, statisztikailag nem szignifikans atmeneti
csokkenés (0,46+0,19) tapasztalhato. Ezt kovetéen P7 (0,78+0,36), P8 (0,61+0,23) korbanaz
izoforma szintje tartésan alacsonyan marad egészen a P9. (0,53+0,37) napig. A P10. napon
(3,11+1,44) azonban a Hop1 receptor izoforma expresszidja ugrasszeriien megemelkedett (7.
abra).

Hopl

4,5 - *

4 E

n=>5

3,5

3 4
2,5

2 4

n==8
1,5 - _
n=3 n=5 n=4 n=3s

" ]
0,5 _J I I I

0 | : : . . . .

PO Ps P6 P7 P8 P9 P10

7. abra: Hopl receptor izoforma expressziéjanak valtozasa PS5 és P10 kozott.

A Hip izoforma expresszidjaban az P6. napnal (0,245+0,165) egy statisztikailag

szignifikans drasztikus csokkenést tapasztaltunk, amelynek koszonhetéen az izoforma
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transzkripcidja alig haladja meg a detektalhatosag szintjét. A P7. (0,14+0,06) és PS8.
(0,037+0,074) napokon szintje rendkiviil kis mértékben megemelkedik, de a P9. (0,04+0,03)
napra az expresszios valtozas szinte nem is mérheté ismét. Hasonléan a Hopl izoformanal
tapasztaltaknal a P10. napra (0,65+0,41) expresszidja kisebb emelkedést mutat, ott azonban ez

a valtozas nem érte el a referencia gén szintjét sem (8. abra).

Hip
I
1,4 - T
n=8
1,2
n=>5
1 |
0,8
* * % * [
0,6 - ]
n=5 n=3 n=5 n=35
0,4
0,2 4 T I
0 1 T J- T T T T 1
PO Ps Po P7 P8 P9 P10

8. abra: Hip receptor izoforma expressziojanak valtozasa a P5 és P10 kozott

4.1.2. A Hip és Hopl1 izoformak egymdshoz viszonyitott kifejezodésének vizsgalata

Vizsgalataink soran arra is kerestiik a valaszt, hogy a két receptor izoforma egy adott
¢letkorban egymashoz képest, hogyan fejezédik ki. Ezen az adatnak a birtokaban tudtuk
megallapitani a Hip/Hopl izoforma-valtas pontos idejét és folyamatat. Ennek elvégzéséhez
hasznaltuk a festékkel jelolt izoforma specifikus probakat.

Jelen esetben a Hopl receptor kifejezddésének valtozasat viszonyitottuk a Hip
expresszidjahoz. Tehat, a Hip receptort kezeltlik refenciaként és ehhez képest abrazoltuk a
Hopl expresszidjat. A 9. abran jol lathato, hogy a P5. ésP 6. napja kozott a Hopl expresszidja
szignifikdnsan nem valtozik a Hip-hez képest. Azonban a 7. napnal mar Szignifikans eltérés
(2,63+0,34) tapasztalhato a Hoplreceptor expressziojaban. A tovabbi napokban a Hop
receptor izoforma kifejezddésének mértéke 3-4 szeres, statisztikailag szignifikans emelkedést

mutatott a Hip expresszidjahoz viszonyitva (9. abra).
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9. abra: Hop1 receptor izoforma kifejezédése a Hip receptorhoz képest
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4.2. PAC1-R immunreaktiv struktarak azonositasa

4.2.1. PACI immunreaktiv strukturak kimutatasa a retinaban

Munkank sordn megvizsgaltuk, hogy a retina fejlédése soran, (5-6-7-8-9 és 10 nap),
mely struktirdk mutatnak PAC1 receptor (PAC1-R) immunpozivitast. Kivancsiak voltunk
tovabba arra, hogy ugyanazon retindlis elemek fejezik ki a PACI1 receptort vagy ezek
valtoznak-e az id6 elére haladtaval?

Az 5 napos retina esetében jol lathatd a mar kifejlodott pigment epitélium, kiilsé
magvas réteg, a fejlodo kiilsé plexiform réteg, a belsé magvas réteg, a belsd plexiform réteg
¢és a ganglion sejtek rétege (10/a. dbra). Ezek koziil a struktardk koziil a pigment epitélium
sejtjei, a bels6 magvas réteg sejtjei, a belsd plexiform réteg rostjai és a ganglion sejtek
mutatnak PAC1 receptor immunreaktivitdst. Mar az 5 napos retina metszeteken is jol
megfigyelheté az INL felsé rétegében, az ONL kozvetlen kdzelében elhelyezkedd jellegzetes
immunreaktiv sejtpopulacié (10/a és a’ abra, nyilak).

A 6. napnal ugyanezen immunreaktiv struktarak figyelhet6k meg, de lathatova valnak
az INL proximalis részén elhelyezkedd — feltételezhetéen - amakrin sejtek is (10/b abra,
nyilhegyek). A legszembetlindbb PAC1-R immunreaktivitast a GCL rétegben tapasztaltunk,
ahol majdnem az 6sszes sejt PAC1 immunpozitiv volt (10/b és b’abra, nyilak)

A 7. napnal 0j, PAC1-R immunreaktivitast mutatd idegi elemet nem talaltunk (10/c
abra), a GCL, INL jellegzetes sejtjeiben immunreaktivitas tovabbra is detektalhatd (10/c’
abra, nyil).

A 8. (11/aés a’) és 9. napnal (11/b és b’ abra) egyre kifejezettebben latni PAC1-R-t
expresszalo sejtek fejldddé nyulvanyrendszerét (11/b” abra, nyilhegyek).

Posztnatalis fejlédés 10. napjan (11/c és ¢’ é4bra) az eddig megfigyelt PAC1-R
immunreaktiv struktirak jelen vannak (RPE, INL sejtjei, IPL, GCL sejtjei), azonban az IPL-
ben az immunpozitiv rostok mennyisége hatarozottan novekszik, kirajzolva az IPL rétegeit
(10/c, nyilhegyek). Ebben a fejlédési stddiumban is elmondhatd, hogy az INL fels6 részében
lokalizalhato sejtek (11/c’ abra, nyil), a GCL-ben elhelyezkedd sejtek (11/c’ abra, kettds
csillag), valamint az INL proximalis részén detektalhato sejtek (11/c’ 4bra, csillag) mutatnak
PAC1-R immunreaktivitast. Ez utobbi képeken a DAPI hattérfestés jelzi, hogy a PACI-R
immunreaktivitds nem detektalhat6 a sejtmagokban, csak a citoplazmara és a sejtmembranra
korlatozodik.

A metszeteken megfigyelhetd, hogy az altalunk vizsgalt idGintervallumban (P5-P10)

ugyanazon struktirdk mutatnak PAC1-R immunreaktivitéast, ez alol kivételt jelentenek az INL
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alsoé részén megjelend immunreaktiv sejtek, melyek immunreaktivitdsa, csak a posztnatélis

fejlodés 6. napjatol éri el a detektalhatosag szintjét.

10. abra: P5 (a-a’)-P6 (b-b’)-P7 (c-¢’) napos retindban detektalhato PAC1-R
immunreaktiv strukturak.
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11. abra. P8 (a-a”)-P9 (b-b”)-P10 (c-¢’) napos retinaban detektalhaté
PACI1-R immunreaktiv struktirak.
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4.2.2. Kettés jelolés PACI immunpozitiv sejttipus azonositdsra

A PACI receptort kifejezd struktarak koziil elsdként az INL felsé rétegében
elhelyezkedd sejtcsoportnak szenteltiink figyelmet, mely helyzetéb6él adodoan tartozhatnak a
horizontalis sejtek, bipolaris sejtek vagy Miiller sejtek csoportjdhoz. Ennek eldontéséhez
kettds immunjeldléseket végeztiink. A bipolaris sejtekre specifikus protein-kinaz- C (PKC),
illetve a horizontélis sejtekre specifikus calbindin (CALB) ellenanyagot hasznaltunk a 10
napos metszeteken.

A 12. abra mutatja a vizsgalt PAC1 immunreaktiv sejtpopulaciot (12/a, nyilak), a
PKC-immunpozitiv sejteket (12/b, nyilhegyek) és a két immunjel6lés egyesitett képét (12/c és

d). Kolokalizacidt a két immunjeldlés kozott nem talaltunk.

RPE PAC1

ONL

OPL

RPE PACI-PKC
ONL

v C.\"W k‘ i

12. abra: a: PAC1-R immunpozitiv sejt, b: PKC pozitiv bipolaris sejtek,
c-d: kettos jeolés.
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A 13. abra a PACI receptor ¢€s calbindin antitesttel végzett immunjel6lés eredménye
lathat6. A PAC1 receptor immunreaktivitds (13/a 4bra, nyilak) ¢és a calbindin
immunreaktivitas (12/d abra, nyilhegyek) kozott teljes kolokalizacio figyelhetd meg (13/c és d
abra, nyilak).

PAC1-CALB

13. abra: a: PACI1 pozitiv sejtforma, b: calbindin pozitiv horizontalis
sejt, c-d: kettds jeolés
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

A PACAP rendkiviil sokféle biologiai hatassal rendelkezik a szervezetben. Serkentheti
vagy éppen gatolhatja a sejtek osztddasat és differencidlodasat, valamint szerepet jatszik az
apoptotikus folyamatokban is (LU és mtsai., 1998, GONZALEZ és mtsai., 1997). A PACAP
ezen rendkivill sokrétli hatdsa a szervezetben magyarazhaté egyrészt a peptid széles
spektrumu eléforduldsaval, masrészt a kiillonbozd tipusi PACAP receptorok jelenlétével,
valamint ezen receptorok mogott feltételezhetd kiilonb6z6 szignaltranszdukcids ttvonalak

aktivalodasaval.

5.1. Izoforma-valtas lezajlasa

A PACAP a retina ontogenezisében betoltott szerepére vilagit ra az a tény, hogy
PAC1-R jelenlétét mutattak ki mar az embrionalis fejlédés 16. napjan patkany retindban. A
PAC1-R és PACAP expresszidja folytatodok a sziiletést kovetden egészen a kifejlett korig
(NJAINE és mitsai., 2010). Korabban bebizonyitottak, hogy a patkany retindban a PACI
receptor jelenléte a dominans (D’AGATA és CAVALLARO, 1997). A PACL1 receptor
izoformainak eddig 6 tipusat azonositottak patkanyban, a Null, Hip, Hopl, Hop2, HipHopl
¢s HipHop2 izoformdkat (DICKSON és FINLAYSON, 2009). Tovabbi kutatdsok pedig igazoltak,
hogy a retindban ezen hat PACI receptor izoforma koziil a Null, Hip, Hopl és HipHopl
splice variansok kozvetithetik a peptid hatasat a posztnatalis fejlédés sordn (LAKK és mitsai.,
2012). A fejlodés alatt a retinaban kimutatott négy PACI receptor izoforma expresszidja
dinamikus valtozast mutat. Ez a megallapitas azért is fontos, mert az egyes PAC 1 receptor
izoforméak a PACAP eltér6 hatasait kozvetitik, igy a PACAP fejlddésben betoltott szerepe is
valtozhat ennek kovetkeztében. Kutatocsoportunk egy korabbi munkaja soran amellett, hogy
sikeresen azonositotta a PAC1 receptor izoformak négy tipusat megvizsgaltak ezen splice
varidnsok expresszios aranyanak valtozasat 0-1-3-5-10-15 és 20 napos patkdny retindban.
Ezekbdl az eredményekbdl egyértelmilien latszik, hogy az egyes izoformak expresszidja
drdmain valtozik a retina fejlédése soran. Kiilonosen szembetlind a Hip és Hopl varidns
kifejez0désének valtozasa a posztnatalis idOszak 5. €s 10. napjan. Ezen fejlodési idészakban
feltételezhetd, hogy a Hip izoforma addigi dominanciajat felvaltja a Hop1l receptor izoforma
€s ez utobbi splice varians valik a dominans PAC1 receptorra a retinaban (LAKK és mtsai.,

2012).
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A PACAP receptorok és izoformdinak jelenlétét szdmos modon vizsgaltak és leirtak a
kozponti idegrendszer kiilonbozd teriiletein, azonban fejlédésben betoltott szerepiikrol
ezeknek a receptoroknak a retina vonatkozasaban keveset tudunk. Munkank soran
kutatocsoportunk korabbi eredményeire alapozva megprobaltuk feltérképezni a PAC1-R-ok
eloszlasat és expresszidjat az emlds retina egy Kritikus posztnatalis fejlédési periddusaban
(P5-P10), mely fontos adatokat szolgaltathat késobbi funkcionalis vizsgalatok szamara.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Hip/Hopl receptor csere a posztnatalis 6. napon kezdddik
és a 7. naptol mar a Hopl izoforma dominanciaja érvényesiil. Ugyanakkor vizsgalati
eredményeink azt is mutatjak, hogy a Hopl receptor expresszidja nem valtozik szignifikansan
ebben az iddintervallumban, csak a 10. napon mutat egy jelentds emelkedést. Ezzel szemben a
Hip mRNS szintje drasztikusan lecsokken. A Kkét vizsgalat eredményének Osszevetése jol
tilkrozi szamunkra, hogy a Hopl expressziojaban tapasztalhaté novekedést a Hip izoforma

kifejezédésének csokkenése okozza.

5.2. PACI1-R eloszlas idébeli jellegzetességei, valamint
osszehasonlitasa egyéb neurokémiai eredményekkel

Anti-PAC-R antitesttel végzett immuncitokémiai jelolések azonositottuk azokat a
strukturakat, melyek PAC1 receptort expresszalnak. Ez alapjan megallapithato, hogy a
posztnatalis fejlodés 1-2. hetében a PACAP befolyasolhatja a ganglion sejtek, amakrin sejtek,
horizontalis sejtek és a pigment epithelium fejlodését. Az INL-ben talalhatdo PACI-R
immunreaktiv struktirdk koziil a horizontalis sejteket tudtuk egyértelmiien azonositani. A
tobbi sejttipus azonositdsa jovObeni terveink kozott szerepel. A fejlédés ezen idszakéaban a
retindban jelentds, fejlédést meghatarozo folyamatok jatszodnak le. Erre az iddszakra tehet6 a
neuritok kifejlédése, a szinapszisok képzddése, ezek révén az IPL és OPL kialakulasa. Az
OPL kifejlédése PS5 korban indul patkany retinaban (WEBSTER €s mtsai., 1991). Az els6
posztnatalis héten az IPL-ben a neuritok kifejlédése, differencidlodésa, valamint sejtek kdzotti
szinaptogenezis eseményei a meghatarozéak (JOHANSSON ¢és mtsai., 2000). Ugyancsak erre a
fejlodési periodusra tehetd a konvencionalis szinapszisok megjelenése. Ezek a szinapszisok
még éretlenek ebben az idszakban, de a szinaptikus vezikuldk jelenléte a praeszinaptikus
membranban és a neurotranszmitter receptorok kifejez6dése a posztszinaptikus oldalon azt
mutatja, hogy mar funkcioképesek (SASSOE-POGNETTO és WASSLE, 1997). A retina
fejlodésével ¢és a PACI-R megjelenésével az egyes retinat felépitd sejttipusokban

parhuzamosan zajlik a transzporterek és szinaptikus proteinek expresszidja is a posztnatalis
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fejlodés 1- 2. hetében, példaul a vezikularis glutamat transzporter 1- et (VGLUT) és a
vezikularis GABA/ glicin transzporter (VGAT) expresszidjat posztnatalis emlds retinaban
(JOHNSON és mtsai., 2003). Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a PACAP a PAC1
receptorokon keresztiil szabalyozza a GABAerg amakrin sejtek kialakulasat is, amelyek
képzddése szintén erre a periodusra esik, valamint, hogy a megemelkedett PACAP szint az
INL vastagsaganak csokkenését okozza (LANG és mtsai.,, 2009). A megemlitett kutatdsi
eredményekbdl jol latszik, hogy a retinalis fejlédés 1.-2. hetében szamos fejlodési folyamat
jatszodik le és ezek az események a PACI1 receptorok megjelenésével parhuzamosan zajlanak.
fgy feltételezhetjiik, hogy a PACAP ezeket a fejlédési folyamatokat befolyasolja, de ennek

bizonyitasara tovabbi funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.
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5.3. A Hopl és Hip receptorok mogott allo szignal
transzdukcios utvonalak

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid széleskorli hatdsa egyértelmiien
receptorainak és a hozzajuk kapcsolddd szignal transzdukcids utvonalaknak koszonhet6 (14.

abra).
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14. abra: A PACAP receptorhoz kapcsolé szignaltranszdukcios
utvonalak (DEJDA és mtsai., 2008)

Valamennyi PACL receptor tipusra jellemzé a CAMP/PKA/MAPK fttvonal, amely
szabalyozza az AC keresztil a cAMP termelédését, majd a PKA-hoz kapcsolodva
fehérjefoszforilacios mechanizmusokat indit be és ennek révén kozvetiti a ligandum hatésat a
sejtmagba. Az mar bizonyitott tény, hogy a Hip receptor mogott egyediil az AC szignal
utvonal all (HOLIGHAUS és mtsai., 2011), mig a Hopl receptor varidnshoz az AC ttvonalon
kiviil mas transzdukcios utvonalak is kapcsolodnak. Ezek koziil az egyik a PLC altal

kozvetitett hatas (MUSTAFA és mtsai., 2007). A PLC aktivalodasanak hatasara két masodlagos
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messenger, diacilglicerin (DAG) ¢és inozitol-trifoszfat (IP3) keletkezik és ezen a ponton
kettévalik a szignalizacio. Az IP3 Ca ** csatornakhoz kapcsolodva Ca?* felszabadulast idéz
eld, amely szamos célfehérje aktivitasat befolyasolja. A PLC masik terméke a DAG a
proteinkinaz-C (PKC) enzimet aktivalja, amely a szignalt a sejtmagba kozvetiti. A Hopl
splice varianshoz kapcsolddd harmadik lehetséges titvonal az Akt neurotrofikus ut. A PACAP
altal stimulalt Akt utvonalhoz kothetd elsddleges hatas, hogy képes megvédeni a neuronokat
az apoptozistol (MAY ¢és mtsai., 2010).

A retina fejlddésének korai szakaszaban (P0-P1) a Hip receptor izoforma a dominans
(LAKK és mtsai., 2012), amely dominancia a jelen dolgozat eredményei szerint P5 korban mar
eltinik. A Hopl receptorhoz kapcsolddo tobb, kiilonbozd szignal transzdukcids utvonal és az
altaluk kozvetitett hatasok ismeretében belathato, hogy az altaluk leirt Hip/Hopl receptor

izoforma valtas funkcionalis jelentéséggel birhat a fejlodo patkany retinaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) mind a periférias, mind a koézponti
idegrendszerben széles korben eldforduldo és sokféle funkcidval rendelkezd regulator
molekula. Habar a PACAP ¢és receptorainak (PACL, VPACL, VPAC2) jelenlétét a kdzponti
idegrendszerben bizonyitottak, és vizsgaltak, a PACAP receptorok lokalizacioja és
expresszidjuk alakulasa a fejlodés soran kevésbé kutatott teriilet. A harom f6 receptor tipus
mellett, a PACI1 receptorbol alternativ splicing-nak koszonhetéen tovabbi izoformak jonnek
létre (Null, Hip, Hop1, Hiphopl).

Kutatocsoportunk korabbi eredményei azt mutatjdk, hogy ezen izoformak
expresszidja jelentés valtozasokon megy keresztiil a retina posztnatalis fejlodése soran. Ezen
adatok alapjan feltételezziik, hogy egy Hip/Hopl izoforma valtas jatszodik le 5 és 10 nap
kozott a fejlédo retindban. Kisérleteinkben célul tliztiik ki, hogy az izoforma valtas pontos
idejét, lefutasat meghatarozzuk kvantitativ real-time PCR segitségével és immuncitokémiai
modszerrel azonositsuk a PAC1 receptort expresszald struktirdkat a patkany retindban.
Vizsgalati eredményeinket a kovetkezd pontokban foglalhatjuk 6ssze:

> A posztnatalis fejlédés 5. és 10 napja kozott a Hopl receptor expresszidja
eldszor valtozatlan, majd a 9. és 10. nap kozott ugrasszerli novekedése figyelhetd meg.
> A Hip receptor expresszidja olyan erételjes csokkenést mutat a posztnatalis
fejlédés 6. napjan, hogy a kérdéses izoforma transzkripcidja alig detektalhato.

> A 6. naptdol megkezdédik a Hip/Hopl izoforma-valtds, mely folyamat
eredményeképpen a 7. naptdl a Hopl receptor valik a domindns PACI1 receptorra a
patkany retinaban.

> PAC1 receptort a pigment epithelium sejtjei, a NBL, illetve INL sejtjei, és a
ganglion sejtek expresszalnak.

> A PAC1-R immunreaktiv sejtjei koziil a horizontalis sejtek immunreaktivitasat
bizonyitottuk egyértelmiien kettds immunjeldlések segitségével

> PACL1 immunreaktivitas jelentésen nem valtozik a vizsgalt idészakban, ezért
feltételezhetjiik, hogy az Hip/Hopl izoforma-valtas ugyanazon struktardkon beliil
kovetkezik be

Tekintve, hogy a Hip és Hopl receptor tipusok mas jelatviteli utvonalakat aktivalnak,
feltételezhetd, hogy a receptor valtasnak koszonhetéen a PACAP hatdsa is megvaltozik a

vizsgalt idészakban.
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